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© Vaccin contre la rage et procede poursa preparation. 
@ La pr&ente invention concerne un virus de la vaccine 
caract^risd en ce qu'il comporte tout ou partie d'une s6-' 
quence ADN{I) codant pour une glycoproteine antigenlque 
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CACCIN CONTRE LA RAGE ET PROCEDE POUR SA PREPARATION 



La rage est une maladie trSs ancienne mais, 
jusqu'S maintenant, son contrSle complet n'a pas pu Stre 
r§alis§. Bien, qu'il exists des vaccins efficaces centre 
la rage, de tels vaccins sont trop onereux pour pouvoir 
gtre utilisSs S titre pr§ventif. En outre, il existe un 
reservoir trSs important de virus de la rage dans les 
animaux sauvages et pour cette raison, seuls des pays insu- 
laires coitiTE la Grande-Bretagne et le Japon, ont pQ parvenir 
S une Eradication de ce fleau. 

L' agent causal de cette maladie est un Rhabdovirus 
La transmission de la rage comporte en general la morsure 
d'un individu recepteur par un animal infecte ; le change- 
ment de comportement associS 1' infection chronique joue 
un rSle important dans I'Stiologie de la maladie. 

Dans I'homme, 1' infection est suivie par une 
p§riode de dormance pendant laquelle le virus voyage par 
le systime nerveux jusqu'au cerveau. Au dSbut, cette 
maladie peut §tre traitSe de fagon efficace par une 
vaccination intensive ; toutefois, lorsque les symptfimes 
comportementaux apparaissent , la mort est presque inSvitable 
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Le virus comporte 5 protSines virales dont 
une seule, la glycoprotSine (G, haemmagglutinine) , ~ - 

traverse la bicouche lipidique enveloppant le virus. 
Ainsi, la glycoprotfiine est le seul composant viral 
5 capable de rfiagir avec des anticorps neutralisant le 

virus et ggaleihent d'induire leur production. 

Anilionis et al. (1981) ont d#crit I'isolement 
d'une sSquence codante correspondant S I'ARN messager 
de la glycoprotSine de la rage, souche ERA et Lathe et al. 
10 (1984) ont d§crit 1* expression de cette sequence dans une 

bactSrie. 

Des r^sultats similaires ont ^t^ rapport^s 

par Yelverton et al. (1983) en utilisant une deuxifeme 

souche de rage, CVS. 
15 Toutefois, une immunisation efficace centre le 

virus de la rage utilisant la matiere synth^tis^e par les 

bactdries n'a pas encore pu etre realis^e. 

Des r§sultats prSliminaires suggSrent que des 

modifications post-traductionnelles et/ou une pr§sentation 
20 de la glycoprotiine sont des param^tres importants dans 

1* utilisation de cet antigene pour qu'il confSre une 

protection centre le virus de la rage. 

La presente invention decrit 1 'expression d'une 

sequence codant pour la glycoprotSine de la rage dans un 
25 - environnement tel qu'une modification et une presentation 

correctes des produits de traduction primaire puissent 

intervenir . 

Deux groupes ont ricemment mis en Evidence 

1' utilisation de recombinants vivants du virus de la 
30 vaccine pour exprimer 1' antigene de 1' Influenza ou de 

I'HSpatite B pour immuniser centre ces maladies (Smith 

et al., 1983 ; Panicali et al., 1983). 
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L' expression d'une sequence codante pour une 
protSine exogSne dans le virus de la vaccine (W) implique 
nScessairement deux Stapes : 

1°) La sequence codante doit etre align^e avec 
un promoteur de W et Stre insSrSe dans un segment non 
e'ssentiel de I'ADN de W clon§ dans un plasmide bactirien 
appropri§ ; 

2°) Les sequences d'ADN de W situees de part 
et d' autre doivent permettre des recombinaisons homologues 
in vivo entre le plasmide et le g§nome viral. Une double 
recombinaison rSciproque conduit S un transfert de 1' insert 
d'ADN du plasmide dans le ggnome viral dans lequel il est 
propage et exprime (Panicali et Paoletti , 1982 ; Mackett 
et al., 1982 ; Smith et al., 1983 ; Panicali et al., 1983). 

La presente invention concerne un virus de 
la vaccine caracterise en ce qu'il comporte tout ou partie 
d'une sequence d'ADN codant pour une glycoproteine 
antigenique de la rage, nommee ci-apres sequence d'ADN(I). 

Par "virus de la vaccine", on entend designer 
tout ou partie d'un virus du genre Poxvirus, en particulier 
du sous genre vaccine, qui incorpore, outre la vaccine 
elle-meme, d'autres virus tels que le "Cowpox". 

On entend designer par "glycoproteine anti- 
genique de la rage" une glycoproteine qui, in vitro, mais 
de preference in vivo, presente des caracteristiques 
immunogeniques identiques ou voisines de la glycoproteine 
de la rage vraie, c'est-§-dire celle du virus sauvage. 

Bien que I'on prefdre utiliser pour la 
sequence ADN(I) la sequence d'ADN codant pour la proteine 
mature complete, il est possible d' utiliser seulement une 
partie de cette sequence d'ADN ou une telle sequence 
portant des mutations ponctuelles mais qui conduisent 
a des produits ayant des activitis quasi identiques. 
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Ce virus comportera de prfiffirence 1 'ensemble des §l§ments 
assurant 1' expression de ladite glycoprotSine, en par- 
ticulier un promoteur d'un gfene de la vaccine tel que 
le promoteur du g^ne tie^ 7,5K not5 P7,5K qui sera ^phsp::^^=^ ~ ~ 
en amont de la sequence d'ADN(I). 

Cet ensemble promoteur/sSquence d'ADN(I) sera 
ins§r# dans un g6ne du virus de la vaccine, par exemple 
le g§ne TK, ce qui fournitune possibility de selection 
comme cela sera expliquS ci-apr§s. 

Le virus hybride ainsi obtenu peut Stre utilisi 
tel quel, vivant ou inactive par traitement chimique ou 
physique, comme agent vaccinant ou bien §tre utilii&g pour 
infecter une culture cellulaire de laquelle on pourra 
extraire la glycoprot€ine antigenique par des techniques 
connues S partir du broyat cellulaire. 

On peut encore envisager, pour r^duire au 
maximum les risques d' accidents de vaccination avec un 
virus vivant, d'utiliser un mutant thermosensible de la 
vaccine (F. Keller et col., 1978 et F. Keller et R. Drillien 
1980. En outre, ce type de mutation ts peut exister sur le 

Ce type de mutation ts peut exister sur le 
vecteur vaccine lui-m§me ou bien etre introduit par 
mutation dans les virus recombinants selon 1' invention. 
En particulier, on peut introduire dans le virus recom- 
binant diffgrentes thermosensibilitis afin de maintenir 
le phgnotype, meme en cas de reversion partielle. 

En outre, on peut prSvoir 1' utilisation d'un 
virus mutant de la vaccine prSsentant une specificity 
d'hSte qui ne pousse pas ou peu sur des cellules 
hvimaines et dont la pathogenicity est encore plus faible 
que celle de la vaccine. 
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ta pr6sente invention concerne, en outre, 
des vaccins destines au traitement ou S la prevention 
de la rage, caract6ris6s en ce qu'ils coraportent un virus 
hybride selon 1' invention ou une glycoprot§ine obtenus 
par la mise en oeuvre du proc§d6 precedent. 

r ^ - :r . L* invention concerne Sgalement les anti-s§rums 
obtenus a partir d'animaux immunisSs par les vaccins 
selon 1' invention. 

Pour ces vaccins, les voies d ' administration peuvent 
§tre varices, en particulier on peut proc^der par voie intra- 
derir.ique ou orale. Ces vaccins peuvent Stre administr^s 
avec des supports pharmaceutiques connus et comporter, en 
outre, des adjuvants permettant d'augmenter leur pouvoir 
vaccinant . 

Les exemples ci-apr§s sont destinSs a mettre 
en evidence d'autres caractiristiques et avantages de la 
presente invention. 

La preparation du virus selon 1' invention 
comporte notamment les Stapes suivantes : 

1) une restructuration d'une extrSmite du cADN 
de la rage, schimatisSe 5 la figure 1, par le procSdi 
schematise S la figure 2, pour obtenir pTG155 ; 

2) une mutation d'une des sequences de ce 
cADN afin de rStablir dans la glycoprotSine la proline 
au BSme acide ami.n§, figure 3, pour obtenir ptgl55-pro ; 

3) La synthese d'un mini-plasmide ptglH a 
partir de pBR322 (figure 4) ; 

4) 1' insertion dans ce mini-plasmide du 
fragment Hin-J portant le gSne TK de W ; 

5) !■ insertion dans le g6ne TK du proraoteur 
de la prot§ine 7,5K (figure 5) ; 

6) 1' insertion sous le promoteur de P7,5K 
du gfene de la rage portS par ptgl55-pro (figure 5) ; 
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7) le clonage des 616ments essentiels de ce 
dernier plasmide dans le virus de la vaccine (figure 6) . 

Les exemples suivants illustrent les propriSt§s 
des diff§rents composants obtenus. 

Les diffgrents matfiriels mis en oeuvre sont 
identifies dans les exemples. 

Sauf indication contraire, les enzymes sont 
utilisges dans les conditions pr§conis6es par le fabricant 
et les techniques mises en oeuvre sont connues de I'homme 
de m§tier. 

Les sequences d'acides aminSs et les sequences de 
nucleotides representees sur les figures ne sont pas reprises 
dans le corps de la description pour ne pas I'alourdir mais 
elles en constituent una partie integrants. ^ 

Restructuration du cADN de la glycoproteine 

de la rage 

La sequence codant pour la glycoproteins de la 
rage publiee par Anilionis et al. et representee a la 
figure 1, comporte des elements qui peuvent ggner sa 
traduction et son expression comme antiggne. 

le cADN de la glycoproteine de la rage qui 
provient du plasmide pRG decrit par Anilionis et col. 
(1981) et est porte, sur un fragment Bglll/Bglll, par 
differents plasmides comme pTG147, pTG171, pTGISO, a dej^ 
ete decrit dans le brevet frangiais n" 83 15716. 

Tout d'abord, I'ATG correspondant au codon 
d' initiation pour le message mature se trouve immediate- 
ment adjacent 5 une sequence polyG introduite par la 
procedure de clonage du cADN. Cette sequence est susceptible 
de provoquer une instabilite lors de la recombinaison in 
vivo entre les elements G/C a chacune des extrimetes du 
CADN e% peut de plus ggner la traduction du message. 
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Ensuite, les s§quences du cADN de la glyco- 
prot§ine ne correspondent pas parf aitement S la sequence 
codant pour la partie N-terminalede la glycoprot^ine 
mature. C'est pourquoi il a §t§ d^cidg d'^liminer ces deux 
obstacles avant d'effectuer le clonage de la sequence 
codante correspondant . 

Kozak (1981, 1983) a montrS que les codons 
d' initiation de la traduction dans les eucaryotes se 
trouvent normalement dans une sequence qui peut Stre 
representee de la fagon suivante : A X X ATG (A ou G) et 
des alterations de cette sequence peuvent conduire k des 
diminutions de la traduction. Bien que 1' importance de 
ces nucleotides' d' extremity ne soit pas parfaitement 
etablie, il semble preferable d'eiiminer la sequence G/C 
adjacente et de conserver 1' essence de la sequence 
consensus mentionnee precedemment . En outre, il est 
necessaire de prevoir une sequence de reconnaissance 
Bgl ii en amont de fa^on a faciliter la manipulation 
subsSquente . 

En restructurant I'extremite 5' du cADN, coimne 
cela est represente S la figure 2, on a profits de 
1' existence d'un site unique Mstll qui recouvre les codons 
codant pour les amino-acides 2, 3 et 4 du produit de 
traduction primaire. 

Dans le plasmide pTG150, le cADN de la glyco- 
proteine de la rage d'Anilionis a ete ±nsM , en utilisant 
des oligo-nucieotides adaptateurs Pstl/Bglll (Lathe et al. 
1982) dans un site unique Bglll insere dans le site Hindlll 
du plasmide pBR327 . (Soberon et col., 1980). 

Ce plasmide, represente en A de la figure 2, 
a ete mis en digestion partielle avec Bglll et en digestion 
complete avec Mstll et les fragments lineaires appropries 
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ont €t€ isol§s par felectrophorSse sur un gel d' agarose 3 
basse temperature de gSlif ication. Les oligonucleotides 
(5'-dGATCTAATATGGTTCC-3') et (5 *-dTGAGGAACCATATTA-3 ' ) 
ont €t§ synthStisgs selon une technique prficSdenunent 
dScrite -tKohli et al., 1982), Les oligonuclSotides sont 
hybridSs pour donner un duplex partiel (B de la figure 2) 
et insures entre les extrSmitSs Bglll et Mstll du 
plasmide linSaire purifiS, ce qui permet la recircularisa- 
tion et g^nhre le plasmide pTG155 (C de la figure 2) . 

Le 8gme amino-acide de la glycoprot§ine 
mature (ne prSsentant pas la sequence signal) des souches 
de virus ERA et CVS de la rage est la proline, tandis que dans 
le cADN isole par Anilionis et al. , on trouve, k cette posi- 
tion, un triplet codant pour la leucine. 

Dans pTG155 reprSsentS S la figure 3, le site 
mutant est flanque par un site en amont EcoR I dans le 
vecteur et par un site Hindlll sur les sSquences corres- 
pondant aux amino-acides 10 et 11 de la sSquence codant 
pour la glycoprotSine mature. Ce petit fragment EcoR I/ Hin dlll 
est clong dans le bacteriophage M13tgl31 (Kieny et al., 
1983) en orientation inverse. Une mutagenese localisee 
dirigSe par un oligonucleotide est effectuee selon la 
technique de Zoller et Smith (1983) en utilisant 1' oligo- 
nucleotide (5'-dATCACGATCCCAGACAAGC-3') synthetisS comme 
cela a Ste indique prScgdemment . 

Le codon pour 1 ' amino-acide 8 dans la s§quence 
de cADN est change pour remplacer CTA en CCA. 

L' oligonucleotide (19-mer) contient deux 
modifications par rapport 3 la sequence originale : 
un T en place de C, ce qui corrige le triplet de la 
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leucine CTA en proline CCA, et un A en place de C qui 
correspond 3 une transversion dans la sequence GATA. 
Ceci ggnSre une sequence GATC de dam infethylation ce qui 
favorise 1 ' incorporation de la sequence d' oligonucleotide 
par correction des faux appariments sglectifs in vivo , 

II faut remarquer que le fragment Eco RI/ Hin dlll 
qui a St§ clong en orientation inverse de celle qui est 
prSsentSe ici de fagon que le brin inf6rieur, compl6inen- 
taire de 1 ' oligonucleotide, soit present dans le bacterio- 
phage recombinant Ml 3 mono-brin. 

Des plages de phages sont examinees pour 

1' hybridation dans des conditions appropriSes avec I'oligo- 

32 

nucleotide marqu§ S son extremity 5' par P. Un certain 
nombre de plages positives sont prglevSes et les inserts 
correspondants sont sSquencis. L'insert de I'un des clones 
correctement modifie est reclong dans pTG155 en Schangeant 
les fragments EcoRI/HindJII pour genSrer finalement le 
plasraide restructure pTGl55-pro. L' analyse des clones 
apparaissant pendant cette gtape est facilitSe par 
1- existence d'un nouveau site pour 1' enzyme de restriction 
Sau3A qui coincide avec la sequence de methylation dam 
introduite pendant la mutagenese dirigie par oligonucleotide 

Dans le plasmide pTG155-pro, le cADN de la 
glycoprotSine de la rage restructure est flanque a chacune 
de ses extrimitSs par des sites B^lII . A I'extremite aval 
le site Bglll provient de 1 'utilisation de 1' oligo- 
nucleotide adaptateur Bglll/Pstl octamer utilise pour 
doner le fragment de cADN Pstl/P_stl dans le site B£lII 
et le site en amont resulte de 1 'utilisation d'un petit 
oligonucleotide double brin destine h eiiminer I'extremite 
G/C. 
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Construction des plasmides hybrldes 
Les tallies combin§es des diff€rents §16ments 
nficessaires pour le transfert de la s§quence codant 
pour la glycoprotSine de la rage dans le genome de W 
et son expression subs6quente sont de I'ordre de plusieurs 
kb. II a done §t§ jug§ n§eessaire de minimiser la taille 
du plasmide de r§plication dans E. coll utilise pour le 
travail de construction de fagon i faciliter les mani- 
pulations n§cessaires. 

Le fragment Hindlll ( Hin -J) du gSnome de W 
contient le g&ne complet de la thymidine kinase (TK) qui 
a d§ja §t§ utilise prec§demment pour permettre l'§change 
et la recombinaison de I'ADN insirS dans le ggnome de W 
(Mackett et al., 1982). II est important de noter que 
le transfert d'un insert dans le g&ne TK dans le g§nome 
de W cree un virus TK deficient qui peut etre reconnu 
oar simple selection. 

II a tout d'abord et§ n§cessaire de produire un plasmide 
de petite taille portant un site unique Hindlll utili- 
sable pour 1 ' integration du fragment Hin -J W. En outre, 
il §tait n§cessaire d'iliminer les sequences de restriction 
non n§cessaire du plasmide de fagon a permettre les 
manipulations suivantes . 

La construction a et§ amorcie a partir du 
plasmide pML2 (Lusky et Botchan, 1981) qui est un vecteur 
d§rive du plasmide pBR322 par delgtion spontanee dans 
lequel le segment entre le nucleotide 1089 et 2491 a 6te 
perdu (figure 4) . D'abord la sequence de Pst I a ete 
iliminSe par insertion du fragment Aha lll- Aha lll de 
pUCB (Vieira et Messing, 1982) entre deux sites 
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Ahalll de pML2 en ^liminant 19 paires de bases. On a 
utilise la inSthode de "linker-tailing" (Lathe et al., 1984) 
pour insurer un linker Hindlll entre les sites Nrul et 
Eco RI traitfi par SI de ce plasmide, en 61iminant le site 
Bam HI . Ceci conduit 3 un plasmide de 2049 paires de bases 
portant le gSne- ^-lactamase fonctionnel (conf firant la 
rfisistante d I'ampicilline et comportant en outre une 
origine de replication active dans E. coli et un site de 
restriction unique Hin dlll. 

Cette construction a StS appel€e pTGlH. 

Le fragment Hin-J de I'ADN de W portant le 
ggne TK a prSalablement StS clonS dans un vecteur pro- 
venant de pBR327 (Drillien et Spehner, 1983). Ce fragment 
de 4,6 kb a §t§ reclon§ dans le site Hind lll de pTGlH. 
Un clone a ^tS selectionng dans lequel le g6ne TK est 
situe distalement par rapport au gene codant pour la 
resistance a I'ampicilline. 

Cette construction pTGlH-TK a §t§ utilisee comme 
porteur dans 1' experience suivante. 

L'Stape suivante a ete d'isoler un promoteur 
de W utilisable pour commander 1' express ion de la 
sequence codant pour la glycoproteine de la rage inseree. 
Le promoteur d'un gene precoce codant pour une proteine de 
7 500 daltons (7,5K) a dgjS ete utilise avec succes dans 
un but identique (Smith et al., 1983) et on a done procede 
a I'isolement de ce segment. 

Le gene 7,5K est situe sur I'un des plus petits 
fragments Sail (fragment Sal-S) du genome de W type WR 
(Venkatasan et al., 1981). Comme les petits fragments sont 
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clones de fa^on pr6f §rentielle, une grande proportion des 
clones obtenus par clonage direct de I'ADN de W type WR 
coupS par Sai l dans le plasmide pBR322 porte le fragment 
Sal -S. Ce fragment est transf§r6 sur le bact€riophage 
vecteur M13mp701 (voir Kieny et al., 1983), par digestion 
Sai l et religation, en conduisant ainsi au phage M13tgSal-S. 

Dans ce clone, un site Sea l se trouve imm§diate- 
ment 3 proximity de I'ATG d' initiation du gdne 7,5K. En 
aval du gine 7,5K se trouvent situis des sites uniques 
BamH I et Eco RI provenant du vecteur. Les sites BamH I et 
Sea l sont fusionn^s par 1 ' interm§diaire d'un linker Bgl ll 
5 • -CAGATCTG-3 • par la technique des "linker" aprSs avoir 
complet§ les extrSmitgs gen§r#es par digestion BamH I 
avec le fragment Klenow de la polymerase. Ce proc§d§ 
Slimine le site Sea l mais reconstitue le site BamH I et 
deplaee le site unique EcoR I en aval. En meme temps, le 
site Sai l ( Acc I) en aval est elimine, le site en amont 
devient done unique. 

Cette construction est appel§e M13tg7,5K. 

A I'intSrieur du fragment Hind- J de I'ADN de W 
se trouvent situSs des sites Cla l et EcoR I qui sont separes 
par environ 30 paires de bases (Weir et Moss, 1983) . Le 
fragment promoteur de 7,5K present dans M13tg7,5K est 
excisS par Acc I et EcoR I et clon§ entre les sites Cla l 
et EcoRI de pTGlH-TK pour g#nerer pTGlH-TK-P7 ,5K dont 
la synthSse est schSmatisee figure 5. 

Cette construction conduit au trans fert du site 
BamH I unique du vecteur Ml 3 immSdiatement en aval de la 
sequence du promoteur 7,5K. Ce site unique BamH I est 
utilisS dans les constructions suivantes. 
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pTGlH-TK-P7 ,5K est mis en digestion avec 
BamHI et ligu§ avec pTGl55-pro dig6r€ par Bglll. (figure 5). 

Apr6s transformation de E. coli . I'un des 
plasmides recombinants isolg par cette procedure, pWgRAB, 
est sSlectionnS car il porte le cADN de la glycoprot#ine 
de la rage dans 1' orientation correcte pour 1' expression 
S partir du promoteur de 7,5K. 

pWgRAB sera parfois not6 pTGlH-TK-P7 ,5K-gRAB . 
Clonage dans le virus de la vaccine (figure 6) 
La stratSgie dScrite par Smith et al. (1983) 
repose sur I'gchange in vivo entre un plasmide portant un 
insert dans le g§ne W IE et le gSnome viral de type 
sauvage de fa?on S inactiver le gene TK port§ par le virus. 
Les virus TK~ peuvent Stre sSlectionngs par Stalement sur 
une lign§e cellulaire TK-n§gative en presence de 5-bromo- 
dioxyuridine (5BUDR) (Mackett et al., 1982). La thymidine ki 
hase phosphoryle leBBUDR en 5 ' -monophosphate , qui est 
ensuite converti en triphosphate. Ce compos§ est un 
analogue de dTTP et son incorporation dans I'ADN bloque 
le developpement correct du virus. Un virus UL peut 
nganmoins r§pliquer son ADN normalement et il conduit a 
des plaques virales visibles dans une couche cellulaire 
§galement TK~. 

Le virus de la vaccine se propage dans le 
cytoplasme des cellules infect§es plut5t que dans leur 
noyau. C'est pourquoi il n'est pas possible de tirer 
avantage de la machinerie de replication et de transcrip- 
tion de I'ADN de I'hCte et il est nScessaire que le virion 
possSde les composants pour 1 'expression du g&ne viral. 
L'ADN de W purifiS est non-infectieux. 

Afin de g§n§rer les recombinants, il est 
n§cessaire d'effectuer simul tenement I'infection cellulaire 
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avec un W et une transfection avec le segment d'ADN 
clon§ qui pr6sente de l'int§rSt. Toutefois, la gSnSration 
des recombinants est limit§e 3 une petite proportion 
des cellules comp6tentes pour la transfection a I'ADN. 
5 C'est pour cette raison qu'il a §t§ nScessaire de mettre 

en oeuvre une stratSgie de "congruence" indirecte pour 
rSduire le bruit de fond des virus parentaux non-recombinants 
Ceci a 6t6 effectui en utilisant comme virus infectieux 
vivant un mutant thermosensible (ts) de la vaccine qui 

10 n'est pas capable de se propager S une temperature non per- 

missive de 39,5°C (Drillien et Spehner, 1983). Lorsque 
les cellules sont infect§es avec un mutant ts dans des condi- 
tions non pemissives et transfect§es avec I'ADN d'un 
virus de type sauvage, la multiplication virale inter- 

15 viendra seulement dans les cellules qui sont comp§tentes 

pour la transfection et dans lesquelles une recombinaison 
entre I'ADN viral sauvage et le g§nome du virus ts aura 
eu lieu ; aucun risultat ne sera obtenu dans les autres 
cellules, en dSpit du fait qu'elles ont €te infectees. 

20 Si un plasmide recombinant contenant un fragment de I'ADN 

de vaccine tel que pWgRAB est inclus dans le melange de 
transfection a la concentration appropriee avec I'ADN du 
type sauvage, il est §galement possible d'obtenir qu'il 
participe 3 la recombinaison homologue avec I'ADN de la 

25 vaccine dans les cellules competentes. 

Des monocouches de cellules primaires de fibro- 
blastes d'embryons de poulets (CEF) sont infectees a 33 °C 
avec W-copenhague ts 26 (0,1 pfu/cellule) et transfectSes 
avec un coprScipit§ au phosphate de calcitim de I'ADN de 

30 type sauvage W-Copenhague (0,5 pg/10^ cellules) et da 

plasmide recombinant pTGlH-TK-P7,5-gRAB (3,0 pg/10^ cellules) 
II faut remarquer que les concentrations plus faibles 
(0,1 pg/10^ cellules) ont dans les experiences suivantes 
donne des rendements sensiblement am§lior€s en recombinants. 
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AprSs incubation pendant 2 heures 3 une tem- 
pgrature qui ne permet pas le dSveloppement du virus ts 
(39,5°C), les cellules sont rincSes et incubSes 
pendant 48 heures 3 39,5°C. Des dilutions de virus ts"^ 
sont utilisfees pour rfiinfecter une nonocouche de cellules 
de souris L-TK" 3 ST^C et incubfies en presence de 5BUdR 
(100 pg/ml) . Diffgrentes plaques TK" sont obtenues a 
partir de ces cellules qui ont re^u le plasmide recombinant 
tandis que les cultures de contr61e sans plasmide ne 
montrent pas de plaques visibles. 

Une double recombinaison reciproque correcte 
entre le plasmide hybride rage/vaccine et le g§nome de W 
gchange le gSne viral TK pour le gine TK portS par 1' insert 
pr§sent dans le plasmide. Dans le ggnome de W le ggne TK 
est present sur un fragment unique HindIII;Kin-J- Les 
recombinants ayant transfere le bloc d' expression de la 
glycoproteine de la rage sont senses avoir integre un site 
interne Hindlll d§rivant du cADN de la glycoprotSine. C'est 
pourquoi les ADN purifies a partir de virus TK sont 
digergs avec Hindi I I et soumis a une electrophorese sur gal 
d' agarose. Comme cela etait previsible, le fragment Hin-J 
de 4,6 kb est absent, par contre deux nouveaux fragments 
de 1,1 et 5,5 kb rivSlent la pr§sence d'un insert contenant 
un site interne Hindi II. Apres sous clonage des virus TK 
I'un des recombinants WgRAB-26D3 est conserve. 

Expression de la glycoproteine de la rage 3 
partir des virus de vaccine recombinants 
Des mono-couches de cellules L-TK" semi- 
confluentes sont infectges avec WgRAB-26D3 (50 pfu/ 
cellule) pendant 1 heure S la temperature ambiante puis 
un milieu de culture exempt de methionine est ajouti, et 
apres 30 mn chaque boite de culture est complementee avec de 
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la L-mSthionine 35^^^ (1265 Ci/imnole) et 1 ' incv±iation est 
poursuivie a 37^C pendant 4 heures. Les cellules sont r§col-^ 
tSes, resuspendues dans un tampon d ' inununoprScipitation con- 
tenant des inhibiteurs de protSase et aprfes €clatement aux 
5 ultra-sons et clarification, les protSines fixges par 

I'anti-sSrum anti-rage sont r§cup6r6es par chromatographie " 
d'affinit§ sur une r§sine protSine A - sgpharose et char- 
gees sur un gel d'glectrophorSse et f luorographiSes par une 
technique decrite par Lathe et al., (1980). 

10 Un anti-sgrum polyclonal 3554-R215 dressg centre 

la glycoprotgine purifi§e au Wistar Institute a 6t§ utilisg 
dans les experiences illustr^es dans la figure 7, A (a) et 
B ; des rdsultats identiques sont obtenus (b,c) avec deux 
anticorps monoclonaux neutral isant les virus (509-6 et 

15 101-1 du Wistar) qui identifient diffgrents Epitopes sur la 
glycoprotgine de la rage. En A la monocouche cellulaire est 
infectee avec : 

1) le recombinant WgRA3-26D3, 

2) le virus de la vaccine du type sauvage, 
20 3) aucun virus. 

En (B) une mono-couche cellulaire est infectee 
avec WgRAB-26D3 et marquee en presence (1) ou absence (2) 
du tunicamycine {2yg/ml. 

Dans (A) et (B) les poids molSculaires standards 
25 sont donn§s en kilodaltons. 

Comme cela apparait dans la figure 7A, un 
anti-si rum rabique polyclonal de mSme que deux anticorps 
monoclonaux neutralisent le virus, precipitent une proteine 
qui migre sous forme d'une bande diffuse avec un poids 
30 molgculaire apparent d' environ 66 000 daltons. Ce poids 

molSculaire correspond pr§cisgment au poids, 67 000 daltons, 
d'une glycoprotiine rabique authentique. 

Comme le poids molSculaire de la glycoprotSine 
naturelle et du recombinant correspondent, on a 
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vfrifie que la glycoprot§ine recombinante etait 
qlycosylSe in vivo. Une mono-couche cellulaire a 
6tS infectSe avec WgRAB-2603 coniine pr§c§deiranent , et on 
a ajoutS au milieu avant le marquage un inhibiteur 
5 puissant de la glycosylation, la tunicamycine (2yg/ml) . 

Les extraits de cellules infect§es sont iminunoprScipitSs 
en utilisant un anticorps polyclonal et le produit est 
charg§ sur un gel d'Slectrophor&se coitime prgcSdeniment. 
Comme le montre la figure 7B, 1' addition de tunicamycine 

10 au milieu conduit S une reduction du poids molSculaire 

de la glycoprot§ine recombinante de 66 000 daltons, 
ceci correspond 3 1 ' elimination des groupements glycosylis 
de la proteine. On peut done en conclure que la glyco- 
proteine rabique recombinante est glycosylSe dans les 

15 cellules infectSes par WgRAB. Differentes bandes addition- 
nelles dans, la ligne (1) sont presumees §tre des produits 
de degradation de I'antigSne de la rage non glycosyl§. 

Dajis une autre experience, une mono-couche 
de cellules L-TK~ est infectSe avec WgRAB-26D3 

20 (10^ pfu par plaque contenant 10^ cellules) et incubee 

pendant 8 heures a 37 °C. Les cellules sont fixees, 
traitees avec des anticorps monoclonaux et polyclonaux 
et apres un lavage tr&s complet, 1' anticorps fixe est 
dfetectg en utilisant un deuxiSme anticorps (chevre anti- 

25 souris) marqug par f luoresceine . La plupart des cellules 

infectees par le recombinant VVgRAB-26D3 (A) montrent 
une fluorescence significative tandis que les cellules 
non infectSes (C) et les cellules infectSes avec les 
virus non-recombinants (B) ne montrent pas de fluores- 

30 cence. 
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Conune cela ressort de la figure 8, la 
fluorescence est associ§e en priority avec la membrane 
cytoplasmique comme cela pouvait fitre attendu d'une 
prot§ine transmembranaire. 
5 Propri§t6s Immunologiques in vivo du virus 

hybride vaccine/rage vivant 
Des lapins sont immunises par intra-dermo 
avec 3 x 10^ pfu de WgRAB-26D3 et des §chantillons de 
s6rum sont pr§lev§s au bout de O, 11 et 14 jours. Une 

10 enflure reconnaissable est observ§e au site d' infection 

qui diminue apr§s 8 5 9 jours. Une souche de virus 
rabique ERA inactivee avec de la /i-propiolactone et 
marqu€e avec I^^^ selon le protocole standard et test§e 
pour sa reaction avec le s^rum des animaux immunises. 

15 Les protSines fixSes sont plac§es sur gel 

d'§lectrophDrese et autoradiographiees . 

Les s§rums de 11 et 14 jours , mais pas le 
sSrum du jour de contr61e O, se sont trouv§s reconnaitre 
et fixer efficacement la glycoproteine virale radiomarquee . 

20 Le s§rum des animaux de contrfile immunisSs avec le virus 

de la vaccine non-recombinant de type Copenhague ne donne pas 
de telles reactions. Le serum des animaux immunises 
d§crit pr€c§demment, est ensuite testS pour I'inactivation 
du virus rabique in vitro. Les dilutions de la souche ERA 

25 rabique sont pr§incubSes pendant 1 heure avec diff#rentes 

quantites de 1 ' anti-s§rvim de lapin et etales sur des 
cellules de reins de hamsters nouveau-n§s (BHK) sur des plaques 
a microtitration (10^ cellules/puits) . AprSs incubation 
S 37 °C pendant 22 heures, les cellules infectSes produc- 

30 trices sont color§es en utilisant une technique d' immuno- 

fluorescence directe. 
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Le tableau I indique que mfime pour les dilutions 
les plus glevSes de 1' anti-sgrum de 11 et 14 jours une 
inactivation complete du virus est obtenue. Les s6rums 
prSimmuns et non recombinants ne donnent pas de neutra- 
lisation detectable- Les titres sont donnSs comme la plus 
forte dilution a laquelle on observe 1' inhibition de 
1" infection. 

TABLEAU I 



Nbre de jours 

apres 
la vaccination 


Lapin I 


WgRAB2 
Lapin II 


6D3 

lapin III 


Lapin IV 


Vaccine i 
Type 1 
Sauvage 


0 
11 
14 


0 

10000 
>30000 


0 

10000 
>30000 


0 

10000 
>30000 


0 

10000 
>30000 


0 
0 
0 



Ces rSsultats demontrent que le recombinant 
WgRAB-26D3 n'induit pas seulement la production d' anti- 
corps reagissant avec le virus rabique, mais §galement 
que I'anti-sSrvun d'animaux immunisSs est capable d'in- 
activer le virus rabique in vitro . L' induction d'anticorps 
neutralisant n'est pas toujours en correlation avec une 
protection centre le ddveloppement de la maladie. C'est 
pourquoi il a ^t^ effectu^ une 6tude directe d'un test 
de protection en utilisant le virus recombinant. Des 
souris sont immunis^es par injection dans la patte ou 
grattage sur la queue avec lo"^ pfu de WgRAB-26D3 vivant. 
Ces animaux sont ensuite inocul^s avec une dose I6tale 
(1000 unites, DL50) d'un virus rabique sauvage introduit 
par injection intra-c€ribrale. Aprfes 10 jours, le groupe 
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des animaux de contrSle immunises avec la vaccine non 
recombinante pr^sente une infection rabique terminale, 
au contraire, 15 des 15 animaux immunises avec WgRAB-26D3 
ne montrent aucune trace de maladie. 

On peut done conclure que 1 • immunisation avec le 
virus recombinant vaccine/rage vivant conduit h une 
protection contre la rage. 

Propridt^s immunologiques in vivo du virus 

hybride vaccine /rage inactive 

Trois types de vaccin inactive peuvent itre prdpar^ 
h partir des cellules infect^es par le virus recombinant 
vaccine/rage : soit un extrait brut de cellules infect^es, 
soit du virus intact purifi^, soit la glycoprot^ine G 
purifi^e. Les trois preparations sont inactivdes au 
6-propiolactone . 

- Des cellules BHK infectees par WgRAB-26D3 sont homog^- 
ndis^es au 'broyeur de Dounce, et le sumageant de cen- 
trifugation reprdsente 1' extrait brut de cellules. 

- Pour obtenir le virus purifi^ tu€, cette preparation 
est inactivee au B-propiolactone 1/4000 et centrifugde 
sur un gradient de sucrose selon des techniques classique 

- la glycoproteine G purifide est obtenue par solubilisa- 
tion de 1 'extrait brut en presence de Triton X-100 2 %. 
Aprfes centrifugation 1 heure a 100 000 g, G est isol^e 

h partir du sumageant grace & un passage sur une colonne 

d' affinity pr^parde avec un anticorps monoclonal anti-G. 

Cette glycoproteine G purifide est ^galement inactivde 

au B-propiolactone. 

Des souris sont immunis^es par 2 injections intra- 
p^riton^ales de 0,5 ml de ces preparations inactiv^es h 
1 semaine d ' intervalle , et soumises h I'^preuve 1 semaine 
plus tard (240 unites DL50) par voie intracerebrale 
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Le tableau II indique les anticorps anti-rabiques 
mesur^s aux jours 7 et 14. 

TABLEAU II 





Quantity de prot^ines 
inject^es en ug/souris 


Titre des anticorps 
anti-rabiques 






Jour 


7 Jour 14 


WgRAB-26D3 
extrait brut 


140 


80 


8 000 


WgRAB-26D3 ■ 
virus purifi^ 


9 


270 


4 000 


WgRAB-26D3 
G purifi^e 


50 


120 


15 000 


Vaccine type 
Copenhagen 
extrait brut 


900 


10 


10 



Tous les animaux vaccinas avec les diff^rentes 
preparations de vaccin inactive diriv6 de VVgRAB-26D3 
survivent h 1' injection intrac^r^brale de virus rabique, 
alors que les animaux du groupe contr61e meurent dans les 
d^lais attendus. 

II est important de noter que, m§me inactive, le 
virus hybride WgRAB-26D3 conffere une protection efficace 
centre 1' infection rabique expdrimentale. Ceci d^montre 
que dans le viarus recombinant intact, la glycoprotdine 
de la rage est pr^sentie h la surface du virion et est 
susceptible d'induire une r^ponse immunologique semblable 
k celle induite par le virus de la rage inactivi. 
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Vaccination des renards et vaccination 
par voie orale 

En Europe de 1 'Quest, le renard est le principal 
agent de dissemination de la rage. II est done fondamental 
de pouvoir maitriser la vaccination du renard. De prefe- 
rence, celle-ci se fer'a par voie orale afin de minimiser 
la manipulation des animaux. 

Les renards roux (Vulpes vulpes) , Sg^s de moins 
d'un an, sont inununises par diver ses voies avec 10^ pfu 
de WgRAB-26D3 vivant. Les tdmoins sont composes de 
2 renards vaccinas avec du vaccin anti-rabique classique 
tue, et de 4 renards vaccinas avec la vaccine type 
sauvage. 

Le tableau III donne le titre d'anticorps anti- 
rabiques mesures au jour 7, 14 et 28. Ce tableau inontre que 
chez le renard comme chez la souris, le virus recombinant 
vaccine-rage induit une production d'anticorps comparable 
h celle induite par le vaccin classique. 

Les animaux vaccinas sont soumis h I'^preuve de 
1' injection de virus rabique virulent, au jour 28. 

Les renards vaccines avec le virus type sauvage 
meurent dans les delais attendus. Tous les renards vaccinSs 
avec le vaccin tue classiquei ou avec VVgRAB-26fi3 (ni§me 
le renard (2) inocule par voie sous-cutanee et qui ne 
pr§sentait pas d' anti-corps sero-neutralisants) sont vivants 
2 mois aprds l'§preuve. 
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Les renards vaccines avec le virus type sauvage meurent dans les 
delais attendus. Tous les renards vaccines avec le vaccin tue classique ou 
avec VVgRAB-26D3 (meme le renard (2) inocule par voie sous-cutanee et qui ne 
presentait pas d'antt-corps sero-neutralisants) sont vivants 2 mois apres 
I'epreuve. 



Vaccin utilise 


Voie d' inoculation 


Titre d'anti corps * 


jour 6 


jour 14 


jour 18 


Classique tue 


sous cutane (1) 
(2) 


0,33 
0,07 


0,64 
0,05 


0,24 
0,07 


Vaccine type 
sauvage 


intra-dermique 








VVgRAB-26D3 


intra-dermique (1) 
(2) 


0,64 
0,05 


6,1 
0,6 


4,4 
1,67 


VVgRAB-26D3 


sous-cutane (1) 
(2) 


0,46 


2,32 


4,3 


VVgRAB-26D3 


orale avec scarifi- 
cation des muqueu- 
ses (1) 
(2) 


0,33 
0,24 


0,88 
0,88 


1,67 
2,31 



* Les titres en anticorps sont exprimes en unites internationales 
(serum de reference - 65 U.I. - neutral isant a 10-'»'2) 



La souche sioivante a ete deposee dans la Collection 
Jfetionale de Cultures de Microorganismes (CNCM) - 28, rue du Docteur Roux 
75724 PAEUS CEDEX 15 : ' 
E. Coli TGE1106 transfonnee par pTG171 

no. 1-248 
deposee le 30 septeiribre 1983 



24 



0162757 



REFERENCES 

Anilionis, A,, Wunner, W.H. 4 Curtis, p. J. (1981) Nature 
294 , 275-278. 

Drillien, R. & Spehner, D. (1983) Virology l_3i, 385-393. 
Kieny, M.P., Lathe, R. & Lecocq, J. P. (1983) Gene 26, 91-99. 
Kohli, v., Balland, A., Wintzerith, M., Sauerwald, R., Staub, 
A. & Lecoq, J. P. (1982) Nucleic Acids Res. 10^, 7439-7448. 
Kozak, M. (1981) Nucleic Acids Res. 9, 5233-5252. 
Kozak, M. (1983) Microbiol. Rev. 47, 1-45. 
Lathe, R. , Hirth, P., Dewilde, M., Harford, N. & Lecocq, 
J. P. (1980) Nature 284, 473-474. 

Lathe, R., Balland, A., Kohli, V. & Lecocq, J. P. (1982) 
Gene 20, 187-195. 

Lathe, R., Kieny, M.P., Schmitt, D., Curtis, P. & Lecocq, 
J. P. {l9B4a) J. Mol. Appl. Genet., in press . 
Lathe, R. , Kieny, M.P., Skory, S. & Lecocq, J. P. (1984a) 
DNA, in - press . 



Lusky, M., Botchan, M. (1981) Nature 293^, 79-81. 
Mackett, M. , Smith, J.L. & Moss, B. (1982) Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 79, 7415-7419. 

Panicali, D. & Paoletti, E. (1982), Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 79, 4927-4931. Panicali, D., Davis, S.W,, Weinberg, 
R.L. & Paoletti, E. ( 1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
80, 5364-5368. 

Smith, G.L., Mackett, M. & Moss, V. (1983) Nature 302 , 
490-495. 

Soberon et coll, Gene 9, 287-305 (1980). 

Venkatesan, S., Baroudy, B.M. & Moss, B. (1981) Cell 125, 
805-813. 



25 



0162757 



Vieira, J. & Messing, J. (1982) Gene 19, 259-268. 
Weir, J. P. & Moss, B. (1983) J. Virol. 46, 530-537. 
Wiktor, T.J. (1978) Develop. Biol. Standard 40, 255-264. 
Wiktor, T.J. (1980) in Rhabdoviruses III pp. 99-112 
^-:,{ed, D.H.L. Bishop) CRC Press, Inc. 

Wunner, W.H., Dietzschold, B., Curtis, P.J. & Wiktor, T.J. 
(1983) J. Gen. Virol. £4, 1649-1659. 

Yelverton, E., Norton, S., Obijeski, J.F. & Doeddel, D.V. 
(1983) Science 21^, 614-620. 

Zoller, M.J. & Smith, M. (1983) in Methods in Enzymology , 
Vol. 100, pp. 468-500 (Eds. Wu, R. , Grossman, L., Moldave , 
K.) Academic Press, London. 

Keller F., Drillien R. et Kirn A.: Thermosensibilite du 
developpement des poxvirus et virulence. Utilisation de 
souches thermosensibles comme vaccin. Rencontre Biologique, 
1978 (L. Hartmann) , p. 121-126, Ed. Varia, Paris. 

Keller F. et Drillien R. : Un mutant thermosensible attSnue 
du virus vaccinal. Ann. Virol. (INSTITUT PASTEUR), 1980, 
131 E, 85-94. 



26 

0162757 

REVENDICATIONS 

1) Virus de la vaccine caract^risd en ce qu'il 
comporte tout ou partie d'une sequence ADN(I) codant 
pour une glycoprot^ine antig^nique de la rage. 

2) Virus selon la revendication 1, caract^risd 
en ce que la sequence ADN codant pour line glycoprot^ine 
antigdnique de la rage est la sequence d'ADN codant 
pour la glycoprotdine mature complete. 

3) Virus selon la revendication 1, caract^ris^ 
en ce que la sequence d'ADN (I) est sous le contr61e d'un 
promo teur de la vaccine. 

4) Virus selon la revendication 3, caract^risi 
en ce que le promoteur de la vaccine est le promoteur 
du qbne de la prot^ine 7,5K de la vaccine. 

5) Virus selon I'une des revendications 1 ^4, 
caract^risd en ce que la sequence d'ADN (I) est insdr^e 
dans un gene non essential de la vaccine. 

6) Virus selon la revendication 5, caractdrisi 
en ce que la sequence d'ADN (I) est clonde dans un gene 
de la vaccine qui peut etre le gene TK de la vaccine. 

7) Virus selon I'une des revendications 1 a 6, 
caract^ris^ en ce qu'il est thermosensible . 

8) Cellule de mammiffere infect^e par un virus 
selon I'une des revendications 1^7. 

9) Proc^dd de preparation d'une glycoprot^ine 
antigdnique de la rage, caracterise en ce qu'on cultive 
des cellules selon la revendication 8 et que I'on 
rdcupere la glycoprot^ine form^e. 

10) Glycoprotdine antig^nique de la rage obtenue 
par la mise en oeuvre du proc^d^ selon la revendication 9 - 

11) A titre de vaccin pour le traitement et la 
prevention de la rage, un virus selon I'une des revendi- 
cations 1 ^ 7. 



27 



01 62757 



12) Vaccin selon la revendication 11, caractdris^ 
en ce que le virus est vivant. 

13) Vaccin selon la revendication 11, caractdrisd 
en ce que le virus est inactive . 

5 14) A titre de vaccin pour le traitenient et la 

prevention de la rage, une composition contenant ei titre 
de principe actif au moins une glycoprotdine selon la 
revendication 10. 

15) Antiserum contenant des anticorps dresses 
10 centre la glycoprot^ine selon la revendication 10 ou 

contre le virus selon I'une des revendications 1^7. 
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